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論 文 内 容 要 旨
第1章 緒 言
牛の胚移植技術は,新 たな繁殖技術として着実に農家に普及定着 してきてお り,
わが国では,肉 用牛の増殖,特 に黒毛和種の増殖に利用されてきた。 この技術はコ
ス トが高くつ くと言う欠点があったが,従 来,食 肉処理場で廃棄されていた卵巣内
卵子を用いた体外受精技術によって,低 コス トで大量に移植可能な胚を生産するこ
とが可能であるという報告がなされ注 目をあびている。本技術は,胚 移植のコス ト
を下げたばか りでな く,繁 殖生理の研究,ク ローニングおよび遺伝子注入技術開発
の材料確保に役立っほか,過 剰排卵処理に対 して反応 しない牛の卵巣から未成熟卵
を回収して移植可能胚を体外で生産した り,産 肉能力間接検定材料牛確保の労力を
軽減できる等,学 術研究に貢献するとともに,胚 移植技術の畜産業 における応用範
囲を広げた。






用した場合,生 体か ら向収 した胚 とどのように異なるのか,子 畜の生産性によって
比較,検 討 した報告はない。そこで本研究では,1)体 外受精由来胚の発生率,細 胞




繁殖能力のすべてにっいて生体内由来胚の成績 と比較検討 し,体 外受精由来胚の品
質を総合的に評価 した。





体外培養系 における胚の発生率 に培養環境が及ぼす影響 について検討 した。
(1)発 生培地 に4種 類の血清を添 加 して胚め発 生率 を比較 した とごろ,発 情期雌牛血
清区の胚盤胞率(22.3%)は 供卵牛(10.3%)お よび牛胎 児血清区(10.2%)よ りも有意
に高 く,子 牛血清区(13.8%)よ りも高い傾向にあ った。発情期雌牛血清を1お よび
10%濃 度で添加 した ところ,10%区 における胚盤胞率(22,β%)は1%区(i5.9%)よ
りも高い傾 向にあ った。
(2)3種 類の浸透圧 に調整 した発生培地 を用いて胚盤胞率を比較 した ところ,270
mOsm(16。1%)お よび300mOs皿 区(17.4%)の 胚盤胞率は240mOsm区(5.5%)よ りも有意 に
高か った。
(3)3種 類 の種雄牛を用 いて体外受精 を行い胚盤胞率 を比較 した ところ,種 雄牛Bに お
ける胚盤胞率(23.1%)はA(14.6%)お よびC(12.7%)よ りも有意 に高か った。
(4)共 培養細胞の存在の有無が胚 の発育 に及ぼす影響 を調べ るため媒精72時 間の8-
16細 胞期胚 を卵丘細胞 と接触あ るいは接触 させず に,ま た培養液のみで培養(非 共培
養)し た ところ,『非共培養 区にお ける胚盤胞期胚へ の発育率(7.4～9.2%)は 接触区
(32.9～36.9%)お よび非接触区のそれ(25.7～44.1%)よ りも有意 に低か った。
2)体 外受精 由来胚 の細胞数 の検討'し
媒精後5日 の体外受:精由来胚 の細胞数は人工授精後5日 の生体 内由来胚のそれよ
りも少ない傾 向にあ った。媒精後7日 に出現 した胚盤胞期胚の細胞数 は80～100個 が
最 も多か ったが,媒 精後8お よび9日 に出現 したそれ らの細胞数 は60か ら80個 が最
も多 く,媒 精後 の時間が経過す る にっれて細胞 数は減 少するこ とが明か となった。
3)体 外受精 由来胚の新鮮胚移植 による受胎率 および子牛の生産成績
体外受精 由来胚 を新鮮胚 で移植 し,受 胎率 と子牛生産能力を生体 内由来胚 と比較
した。体外受精 由来胚 を1個 移植 した場合 の受胎率(52.3%)は 生体 内由来胚のそれ
(62.2%)よ りも低 く:,流 産率 は高か った。 また体外受精 由来胚 を2個 移植 した場合
の受胎率(54.7%)は 生体 内由来胚のそれ(64.2%)よ りも低 く,流 産率は高 く,双 子
率 は低か った。体外受精 由来胚移植 による雄 の単胎妊娠牛の妊娠期間(286.3±5.3日)
は,生 体内由来胚 のそれ(284.7±6.0日 ヒ)よりも1.6日 長か ったが有意差 はなか らた。
雌 の単胎妊娠牛の妊娠期 間(2お.3±6.1日)は,生 体 内由来胚のそれ(283.1±4.9日)
とほぼ同様で あ った。産子め平均 生時体重は,雄 の双子 を除 き体外受精由来め方が,
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生体 内由来よ りも大 きか ったが有意差 はなか った。。体外受精 由来胚 か らの産子 で
は,体 重が44kgを 超 える ものが,5頭 認め られ たのに対 し,生 体内由来胚か らの産
子 には見られなか った。
第3章 牛体 外受精 由来胚 の凍結保存 と融解後 の体外発生率お よび移植後の受胎 率
と子牛 の生産成績
1)体 外受精由来胚 の凍結融 解後の体外発生
体外受精由来胚 の凍結融解後の生存率(100%)は 生体 内由来胚のそれ(85%)よ りも
高 い傾 向にあ った。
2)牛 体外受精 由来胚 の凍結保存後の受胎率 と子牛 の生産成績
体外受精由来胚 を凍結融解後に移植 し,受 胎率 と子牛生 産能力を生体内由来胚 と
比較 した。体外受精 由来胚 を1個 移植 した場合 の受胎率(46.6%)は 生体内由来胚 の
それ(54.8%)よ りも低 く,流 産率は高か った。体外受精 由来胚移植 による雄の単胎
妊娠牛 の妊娠 期間(284.9±5.0日)は,生 体内由来胚のそれ(283.9±6.1日)よ りも
1.0日 長 く,雌 の単胎妊娠牛 の妊娠期間(285.8±6.5日)は,生 体 内由来胚のそれ
(283.9±6.1日)よ りも1.9日 長か った。産子 の平均生時体重 は,体 外受精 由来か らの
産子 の方が,生 体内由来胚か らの産子よ りも大 きかったが有意差はなか った。。体
外受精 由来胚か らの産子で は,雌 において体重 が36kgを 超え るものが7頭 認め られ
たの に対 し生体 内由来胚か らの産子 には見られなかった。
第4章 牛体外受精 由来胚 のバイオプ シー後の発生率および移植後 の受胎率 と子牛
の生産成績
1)バ イオプ シーされた牛体外受精 由来胚 の体外での発生率
バ イオプ シー された体外 受精 由来胚 の生存率(91.7%)は,生 体 内由来胚のそれ
(100%)よ り低 い傾向 にあ った。
2)バ イオプ シー された牛 体外受精由来胚 の受胎率 と子牛の生産成績
バ イオプ シー された体外 受精 由来胚 の受胎率 は40.0%,子 牛生産率は100%で あ っ
た。一方生体内由来胚の受胎率は37.5%,子 牛生産率 は100%で あ った。体外受精 由
来胚 によ,る受胎牛2頭 の うち1頭 は妊娠283日 に30kgの 雄,他 の1頭 は妊娠292日
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に25kgの 雌 を,生 体内由来胚で受胎 した3頭 の うち2頭 は妊娠286日 および294日
にそれぞれ27お よび28kgの 雄 を,1頭 は妊娠293日 に33kgの 雌の子牛 を分娩 した。
第5章 核移植における ドナー細胞 としての牛体外受精由来胚の品質評価
1)ド ナー細胞 として牛体外受精由来胚を用いたときの細胞融合率 と体外発生率
体外受精由来胚を ドナー細胞とした場合の細胞融合率は61.8%で あり,生 体内由
来胚をドナー細胞とした場合(57.1%)と 同様であった。また体外受精由来再構築胚
の桑実期か ら胚盤胞期胚への発生率は5.5%で あ り,生 体内由来再構築胚のそれ
(10.1%)よ りも低い傾向にあった。
2)ド ナー細胞 として牛体外受精由来胚を用いた再構築胚の受胎率 と子牛生産成績
体外受精由来再構築胚の受胎率は33.3%で あり,生 体内由来再構築胚のそれ
(38.5%)と ほぼ同様であった。体外受精由来再構築胚で受胎 した2頭 のうち1頭
(50.0%)が 流産 した。また生体内由来再構築胚により受胎 した5頭 のうち1頭 が流
産し,分 娩事故で2頭 が死亡した。妊娠期間が295日 を超えるものが,両 実験区で1
頭ずつ認められた。生体内由来再構築胚からの産子に体重57kgの 過大子が認められ
た。
第6章 牛体外受精 由来産子の肉用牛 としての生産能力お よび繁殖 能力
体外受精 由来産子 の子牛市場成績,産 肉能力お よび繁殖能力 を検討 した。子牛市
場への上場 日令は体外受精 由来産子の雄(296.5±29.5日)お よび雌(310.0±31.1日)
ともに生体内 由来産子 のそれ ら(312.2±24.3お よび319.2±26.7日)よ りも若 く,平
均体重は雄で小 さ く(302.4±33.4kgと315.7±27.5kg),雌 で大 きか った(279.1±
40.5kgと274.9±26.4kg)が 有意な差ではなか った。 日令体重 は雄雌 ともに体外受精
由来胚で大 きか った(雄:1.03±0.17kgと1.02±0.15kg,雌:0.91±0.18kgと
0.87±0.11kg)が 有意 な差ではなか った。体外受精由来産子 の肥育成 績 にっいては枝
肉重量や格付お よび脂肪交雑 などにおいて人工授精 由来 産子 のそれ らと比較 して遜
色の無いものであ った。体外受精 由来の1頭 の雌 の産子 に胚 移植 を行 った ところ,
移植後274日 に体重25kgの 雌子牛を分娩 した。
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第7章 総 括 ・





「体外受精由来胚を培養条件(添加血清の種類 と濃度,浸 透圧,授 精に用いる種雄牛,
共培養細胞の存在の有無)を変えて培養 したところ,発 生率は異なり,培 養時間の違
いによって胚の細胞数は異なったことから,胚 の品質は培養条件に影響を受けるこ
とが明らかになった。体外受精由来新鮮胚の受胎率は生体内由来胚のそれと比較 し
て約10%低 く,流 産率は高く,ま た2胚 移植 した場合の双子率は低かった。また受
胎牛の妊娠期間は約1日 長く,産 子の体重は大きい傾向にあ り,過 大子が認められ
た。体外受精由来胚の凍結融解後の生存性は生体内由来胚より高い傾向にあったが,
移植 した場合の受胎率の低下の程度は生体内由来胚と同様であった。流産率ならび



















試 験 区 卵数
発育胚数(%)























a,b間 に有 意 差 あ り(Pく0.01)
表2発 生培地に添加する血清の濃度が胚の発生率に及ぼす影響
発育胚数(%)













試験区 実験 供試2細 胞期8細 胞期














































a,b間 に有 意 差 あ り(P〈0..01)
表.6媒 精後5日 の体外受精由来胚および
人工授精後5日 の生体内由来胚の細胞数
胚 の 種 類
体外受精由来胚
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移植 受胎 流産 事故
胚 の 種 類 頭数 頭数(%)頭 数(%)子 牛数 生産率(%)
体外 受 精 由来 胚4423(52.3)3(13.0)020/23(87.0)
生 体 内 由 来 胚4528(62.2)1(3.6)027/28(96.4)
表9新 鮮2胚 移植における受胎率 と子牛生産率
移植 受胎 流産 、 双子 事故 生産率
胚 の 種 類 頭数 ・ 頭数(%)頭 数(%)組 数(%)子 牛数(%)
体 外 受 精 由来 胚5329(54.7)7(24.1)8(27.6)723/29(79.3)
生 体 内 由 来 胚5334(64.2)4(11.8)12(35.3)339/34(115。0)
表10新 鮮胚移植による受胎牛の妊娠期間(日)
単 子 双 子
胚 の 由 来 雄 雌 雄 ・雄 雌 ・雌 雄 ・雌
体 外 受 精 由 来 胚286.3±5.3283.3±6.1281.9±5.0273.7±2.3277。9±7.4
生 体 内 由 来 胚284.7±6.0283.1±4.9280.7±5.5278.7±6.7277.9±7.5
表11新 鮮胚移植による産子の性比
単子
胚 の 由 来 雄:雌
双 子
雄 ・雄:雌 ・雌:雄 ・雌
体外受精 由来胚56:53
















単 子 同性双子 異性双子
胚 の 由 来 雄 雌 雄 雌 雄 雌
体 外 受 精 由 来 胚32.2±7.227.8±5.527.3±5.923.3±4.227.4±5.526.3±5.2



































































































































移植 受 胎.流 産 双子 事故
胚 の 種 類 頭数 頭数(%)頭 数(%)組 数 子牛数 生産率(%)
体外 受 精 由来 胚10348(46.6)5(10.4)0




単 子 双 子
胚 の 由 来 雄 雌 雄 ・雄 雌 ・雌 雄 ・雌
体 外 受 精 由 来 胚284.9±5.0285.8±6。5277.3±2.1273.7±2.3281.8±7.8
生 体 内 由 来 胚283.9±6.1283.9±6.1278-279
衷15凍 結融解胚の移植による産子の性比
単子
胚 の 由 来 雄:雌
双 子
雄 ・雄:雌 ・雌:雄 ・雌
体外受精由来胚49:583









単 子 同性双子 異性双子
胚 の 由 来 雄 雌 雄 雌 雄 雌
体 外 受 精 由 来 胚30.5±5.527.7±5.928.3±5.421.7±3.326.0±4.225.3±3.4
















胚 の 由 来 性別 妊娠期 間(日)『 体重(kg)
体外受精由来胚








































ドナ ー の 由 来
供試 分割8細 胞 桑実期胚～
卵数 卵数(%)期 胚(%)胚 盤胞期胚(%)
体 外 受 精 由来 胚5539(70.9)8(14.5)3(5.5)
生 体 内 由 来 胚3935(89.7)8(20.5)4(10.1)
表20ド ナー細胞の種類が再構築胚の受胎率と生産率に及ぼす影響
ドナ ー の 由 来
移植 受胎 流産 子牛事
頭数 頭数(%)頭 数(%)故 頭数 生産率
体 外受 精 由来 胚62(33.3)1(50.0)0

































































出荷 ロース芯 バ ラの
























































精胚では培養条件(添 加血清の種類と濃度,浸 透圧,精 液,共 培養細胞の有無など)に よって著
.しく影響を受けること,す なわち,発 生率,胚 の細胞数などが減少 した。次いで,生 体内と体外
受精の両胚の移植試験による受胎率での比較では体外受精新鮮胚は10%も 低いカミ,凍結体外受精
胚では体外受精胚の生存性が高 く,受 胎率,正 常分娩産子率などは両者間で全く差のないζとを
明らかにした。
更に,凍 結や割断,核 移植などの操作後の生体内,体 外受精由来の両者胚の比較では発生率,
生存牲,受 胎率などにおいそ比較検討した結果,生 存性については体外受精胚は生体内受精胚 と








少,低 い と判定されているが,後 代能力までの総合評価では全 く劣るものでないことから将来の
家畜生産 と改良や種畜生産における胚評価法として,ETの 実用化を一層推進 させるだけでな く,
胎子 と母体間で個体発生における相互関係や遺伝子発現の解析などの方法論としても応用できる。
よって博士(農 学)の 学位を授与されるに充分な資格があるものと判定された。
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